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芹菜韧皮部蛋白基因的分离与表达分析
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　 　 摘要:韧皮部蛋白在维持植物形态、物质转运以及植物伤口保护等方面起着重要作用ꎮ 本研究以地域来源和性状特性差

异均较大的 ２ 个芹菜品种六合黄心芹和美国西芹为试验材料ꎬ利用 ＲＴ￣ＰＣＲ 技术获得这 ２ 种芹菜韧皮部蛋白基因的 ｃＤＮＡ 序

列ꎮ 结果显示:这 ２ 种芹菜来源的韧皮部蛋白基因全长均为 ５４６ ｂｐꎬ编码 １８１ 个氨基酸ꎮ 两者核苷酸序列有 ３ 个位点的不同ꎬ
分别为:８８Ｇ / Ａ、３９９Ｔ / Ｃ 和 ４８９Ｔ / Ｃꎻ在氨基酸序列上有 １ 个位点的不同ꎬ为 ３０Ｔ / Ａꎮ 预测其蛋白质分子量为 １９ ｋＤꎬｐＩ 值为

９􀆰 １８ꎮ 六合黄心芹和美国西芹的韧皮部蛋白与忽地笑等植物的韧皮部蛋白相似度较高ꎬ在保守位置分别具有 ５ 个亮氨酸残基

和 ４ 个色氨酸残基ꎮ 实时定量 ＰＣＲ 表达分析表明ꎬ该基因主要在芹菜的茎和根等部位表达ꎬ具有明显的组织特异性ꎮ
　 　 关键字:芹菜ꎻ韧皮部蛋白ꎻ实时定量 ＰＣＲꎻ基因克隆ꎻ表达分析
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芹菜(Ａｐｉｕｍ ｇｒａｖｅｏｌｅｎｓ)是伞形花科芹属植物ꎬ
原产于地中海地区和中东ꎮ 口感清脆爽口ꎬ具有药

用价值ꎬ因此被誉为保健蔬菜ꎬ受到越来越多的种植

者和消费者的喜爱[１￣２]ꎮ 六合黄心芹是南京六合地

区的优良地方品种ꎬ株型半直立ꎬ株高 ６０ ｃｍ 左右ꎬ
抗逆性强ꎬ适应性广ꎮ 美国西芹起源于美国ꎬ具有植

株高大ꎬ有光泽ꎬ品质脆嫩ꎬ抗病等特点ꎬ适宜冬春保

护地及春秋露天栽培ꎮ
韧皮部蛋白(ＰＰꎬｐｈｌｏｅｍ ｐｒｏｔｅｉｎ)是一种特殊的

结合几丁质的凝集素[２￣４]ꎮ 韧皮部蛋白的研究开展

得较早ꎬ韧皮部蛋白在韧皮部分泌物中的存在已经

发现了较长时间ꎬ大多数植物韧皮部组织中韧皮部



植　 物　 遗　 传　 资　 源　 学　 报 １４ 卷

蛋白的浓度一般都较低ꎬ通常维持在 ０. ３ ~ ２. ２ ｍｇ /
ｍＬ 水平[５￣８]ꎬ但在南瓜属(Ｃｕｃｕｒｂｉｔａ ｍａｘｉｍａ)植物韧

皮部中浓度却很高ꎬ达到 １１０ ｍｇ / ｍＬ[９￣１０]ꎮ 葫芦科

植物中ꎬ韧皮部蛋白主要有 ２ 种存在形式ꎬ即:ＰＰ１
和 ＰＰ２[５ꎬ１１￣１２]ꎮ 从 笋 瓜 ( Ｃｕｃｕｒｂｉｔａ ｍａｘｉｍａ ) 幼 苗

ｃＤＮＡ文库中克隆出一个编码 ＰＰ２ 的 ｃＤＮＡꎬ通过原

位杂交发现 ＰＰ２ 的 ｍＲＮＡ 特异性地定位于韧皮部

伴胞中ꎬ而免疫细胞化学定位则表明 ＰＰ２ 蛋白分布

于伴胞和筛管分子中[１２￣１４]ꎮ 从西葫芦(Ｃｕｃｕｒｂｉｔａ ｐｅ￣
ｐｏ)的 ｃＤＮＡ 文库中筛选出一个编码 ＰＰ２ 的 ｃＤＮＡꎬ
该 ｃＤＮＡ 编码的蛋白与 Ｄ. Ｅ􀆰 Ｂｓｏｔｗｉｋｃ 等[１５] 报道的

笋瓜 ＰＰ２ 蛋白只有 ９ 个氨基酸残基的差别ꎬ二者

ｃＤＮＡ 同源性及由 ｃＤＮＡ 推导的氨基酸同源性均高

达 ９６％ ꎮ 分析南瓜属的几个不同品种ꎬ发现 ＰＰ２ 是

由一个小的基因家族(２ ~ ８ 个基因)构成ꎬＰＰ２ 的

ｍＲＮＡ 高度保守[１５￣１７]ꎮ
韧皮部蛋白在韧皮部中起多种作用ꎬ当韧皮部

渗出液接触到空气时ꎬ它会在伤口部位和 ＰＰ１ 氧化

交叉相连的半胱氨酸残基结合形成一个密封的机械

系统作为防护[１８￣１９]ꎮ 此外ꎬ韧皮部蛋白还可以参与

转运过程[１９￣２１]ꎬ同时又为非转运的韧皮部组织提供

可以固定的机械框架ꎬ在植物形态的维持、抵御外界

物理伤害有很大的意义[２２￣２６]ꎮ 由于韧皮部是植物

体内转运糖等有机养料的组织ꎬ极有可能被病虫侵

害ꎬ近年来的研究表明ꎬ韧皮部蛋白在抗病方面也有

较大的作用[２５ꎬ２７￣２８]ꎮ
本研究分别以地域来源不同和性状特性差异较

大的 ２ 个芹菜品种六合黄心芹和美国西芹为材料ꎬ
从中分别克隆得到芹菜韧皮部蛋白基因ꎬ并对其进

行较为详尽的分析ꎮ 采用荧光定量 ＰＣＲ 方法进行

了组织特异表达研究ꎬ为更深入研究芹菜中韧皮部

蛋白的功能和机理奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１. １　 菌株、质粒与植物材料

大肠杆菌菌株 ＤＨ５αꎬ由本实验室保存ꎻ质粒载

体 ｐＭＤ１８￣Ｔ ｖｅｃｔｏｒ、ＰＣＲ 聚合酶、各类限制性内切酶

购自大连 ＴａＫａＲａ 公司ꎮ 植物材料六合黄心芹和美

国西芹由本实验室保存ꎬ种植于南京农业大学园艺

学院人工气候室和江浦实验农场ꎮ １ 月龄植物幼嫩

的叶片用于 ＲＮＡ 的提取及 ｃＤＮＡ 的合成ꎮ
１. ２　 ＲＮＡ 的提取及 ｃＤＮＡ 的合成

采用 ＲＮＡ ｓｉｍｐｌｅ Ｔｏｔａｌ ＲＮＡ Ｋｉｔ(Ｔｉａｎｇｅｎ 公司)
试剂盒提取试验材料的总 ＲＮＡꎬ再用 １. ２％ 的琼脂

糖凝胶电泳检测总 ＲＮＡ 的完整性ꎮ 利用 Ｐｒｉｍｅ
Ｓｃｒｉｐｔ ＲＴ ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ(大连 ＴａＫａＲａ 公司)将提取的

总 ＲＮＡ 反转录成 ｃＤＮＡꎮ ｃＤＮＡ 合成体系的总体

积为 ２０ μＬꎬ反应条件及过程为:总 ＲＮＡ 和 ５０
μｍｏｌ / Ｌ Ｏｌｉｇｏ(ｄＴ)１８ 混液于 ７０ ℃水浴 １０ ｍｉｎꎻ然
后加入 Ｍ￣ＭＬＶ反转录酶(２００ Ｕ)、ｄＮＴＰ(１０ ｍｍｏｌ /
Ｌ)、ＲＮａｓｅ 抑制剂(４０ Ｕ) (ＴａＫａＲａ)及灭菌的双蒸

水ꎬ置于 ４２ ℃水浴 ６０ ｍｉｎꎬ最后于 ７０ ℃水浴变性

１５ ｍｉｎꎮ
１. ３　 芹菜韧皮部蛋白基因的克隆

根 据 旱 芹 ( Ａ. ｇｒａｖｅｏｌｅｎｓ ｖａｒ ｄｕｌｃｅ ( Ｍｉｌｌ. )
Ｐｅｒｓ. )ｐｈｌｏｅｍ ｐｒｏｔｅｉｎ (ＡＹ１１４１３９)的 ｃＤＮＡ 序列作

为六合黄心芹( Ａ. ｇｒａｖｅｏｌｅｎｓ ｃｖ. Ｌｉｕ Ｈｅ Ｈｕａｎｇ Ｘｉｎ
Ｑｉｎ)和美国西芹(Ａ. ｇｒａｖｅｏｌｅｎｓ ｃｖ. Ｍｅｉ Ｇｕｏ Ｘｉ Ｑｉｎ)
韧皮部蛋白基因克隆引物设计参考序列ꎬ设计 １
对 引 物ꎬ 上 游 ＮＲＸ２１: ５′￣ＡＴＧＧＣＴＣＡＡＣＴＧＡＡＴ￣
ＴＣＡＡＧＴＣ￣３′ꎬ下游 ＮＲＸ２２:５′￣ＴＣＡＡＣＡＡＡＣＴＧＧＣＡ￣
ＣＡＡＴＣＡＣ￣３′ꎮ ＲＴ￣ＰＣＲ 为 ２０ μＬ 反应体系:ｃＤＮＡ
１. ５ μＬꎬＬＡ Ｔａｑ (５Ｕ / μＬ) ０. ５ μＬꎬ１０ × ＬＡ ＰＣＲ Ｂｕｆｆ￣
ｅｒⅡ(Ｍｇ２ ＋ Ｐｌｕｓ) ２. ５ μＬꎬ１０ ｍｍｏｌ / Ｌ ｄＮＴＰ Ｍｉｘｔｕｒｅ
１. ５ μＬꎬｄｄＨ２ Ｏ １２ μＬꎬ引物都加 １ μＬꎬ反应条件

为:９４ ℃预变性 ４ ｍｉｎꎬ然后按照 ９４ ℃变性 ３０ ｓꎬ
５５ ℃退火 ４０ ｓꎬ７２ ℃延伸 １ ｍｉｎ 进行 ３５ 个循环ꎬ
最后７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎꎮ 用 １. ２％ 的琼脂糖凝胶电

泳分离 ＲＴ￣ＰＣＲ 产物ꎮ 切胶、回收ꎬ将回收后的

ＰＣＲ 产物与 Ｔ 载体 １６ ℃ 下连接过夜ꎮ 将重组质

粒转化到大肠杆菌 ＤＨ５α 进行蓝白斑筛选ꎮ 随后

进行质粒的酶切与鉴定ꎬ将提取的质粒在 ３７ ℃
下水浴酶切 ３ ｈꎬ１􀆰 ５％ 琼脂糖电泳检测ꎮ 将鉴定

好的菌液送到南京金斯瑞生物科技有限公司

测序ꎮ
１. ４　 序列分析

采用 ＤＮＡＭＡＮ 软件对序列进行多重比较并构建

分子系统进化树ꎬ然后用 ＭＥＧＡ５ 对进化树进行测试

和编辑并生成报告图形[２９]ꎮ 蛋白质基本性质分析用

ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ 网站相关软件完成[３０]ꎮ 采用

Ｅ􀆰 Ｇａｓｔｅｉｇｅｒ 等[３１]的方法ꎬ对植物中的韧皮部蛋白进

行氨基酸组成成分及理化性质分析ꎮ
１. ５　 实时定量 ＰＣＲ 反应

实时定量 ＰＣＲ 采用 ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ 试剂盒

(ＴａＫａＲａ 公司)ꎬ按照操作说明进行ꎮ 相对定量使用

参照基因的ΔＣＴ法ꎬ表达差异等于２ － ΔＣＴꎬΔＣＴ ＝ ＣＴꎬ目

标基因 － ＣＴꎬ ａｃｔｉｎꎮ 相对定量是基于处理和对照之间ꎬ
目标基因对参考基因的表达量的比较[３２]ꎮ 采用 ７３００

４２５
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Ｓｙｓｔｅｍ ｓｏｆｔｗａｒｅ 和 ＡＢＩ ７３００ Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ Ｓｙｓｔｅｍ 完

成 荧 光 定 量 ＰＣＲ ( Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ
ＲＴ￣ＰＣＲ )ꎮ 以 ＡＣＴＩＮ￣Ｆ: ５′￣ＣＴＴＣＣＴＧＣＣＡＴＡＴＡＴ￣
ＧＡＴＴＧＧ￣３′和 ＡＣＴＩＮ￣Ｒ:３′￣ＧＣＣＡＧＣＡＣＣＴＣＧＡＴＣＴ￣
ＴＣＡＴＧ￣５′ 为表达检测引物ꎬ用芹菜 ａｃｔｉｎ 基因作为

参考基因ꎬ与目标基因一起扩增ꎮ 根据芹菜中扩增

Ｐｈｌｏｅｍ Ｐｒｏｔｅｉｎ 基因序列分别设计表达检测上游引

物 ＮＸＲ７９ 为:５′￣ＡＣＣＡＧＡＧＴＧＴＴＧＡＴＧＴＴＴＣＴＧ ￣３′
和下游引物 ＮＸＲ８０ 为:３′￣ＣＴＧＴＧＡＣＡＡＧＴＧＣＧＡＧ￣
ＣＡＴＴ￣５′ꎮ

２　 结果与分析

２. １　 芹菜韧皮部蛋白基因的克隆

分别以六合黄心芹和美国西芹 １ 月龄植株幼嫩

叶片的 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ用 ＮＲＸ２１ 和 ＮＲＸ２２ 为引物ꎬ
利用 ＲＴ￣ＰＣＲ 技术扩增ꎬ分别得到约 ６００ ｂｐ 扩增产

物(图 １)ꎮ 克隆后序列测定与分析表明ꎬ来源于六

合黄心芹和美国西芹的韧皮部蛋白基因均含有一个

５４６ ｂｐ 的开放阅读框(ＯＲＦꎬｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅ)ꎬ编
码 １８１ 个氨基酸(图 ２)ꎮ 两者核苷酸水平上有 ３ 个

碱基的差异ꎬ分别为第 ８８ 位 Ｇ / Ａ、３９９ 位 Ｃ / Ｔ 和 ４８９
位 Ｃ / Ｔꎬ编码的氨基酸有 １ 个位点的差异ꎬ为 ３０ 位

的 Ｔ / Ａ(图 ２、图 ３)ꎮ

Ｍ:ｍａｒｋｅｒꎻ１:六合黄心芹ꎻ２:美国西芹

Ｍ: ｍａｒｋｅｒꎬ１: Ｌｉｕ Ｈｅ Ｈｕａｎｇ Ｘｉｎ Ｑｉｎꎬ２: Ｍｅｉ Ｇｕｏ Ｘｉ Ｑｉｎ

图 １　 ＲＴ￣ＰＣＲ 克隆芹菜韧皮部蛋白基因

Ｆｉｇ. １　 Ｐｈｌｏｅｍ ｐｒｏｔｅｉｎ ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ ｃｅｌｅｒｙ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ
ｂｙ ＲＴ￣ＰＣＲ ｍｅｔｈｏｄ

２. ２　 芹菜韧皮部蛋白基因的氨基酸序列分析

利用 ＢＬＡＳＴ 同源检索进行芹菜 Ｐ￣ｐｒｏｔｅｉｎ 氨基

酸保守序列的检测以及序列比对分析ꎬ结果显示忽

地笑(Ｌｙｃｏｒｉｓ ａｕｒｅａ)、冬瓜(Ｂｅｎｉｎｃａｓａ ｈｉｓｐｉｄａ)、葡萄

(Ｖｉｔｉｓ ｖｉｎｉｆｅｒａ)、大豆 ( Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ)、二穗短柄草

(Ｂｒａｃｈｙｐｏｄｉｕｍ ｄｉｓｔａｃｈｙｏｎ)、拟南芥(Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉ￣
ａｎａ)、黄瓜(Ｃｕｃｕｍｉｓ ｓａｔｉｖｕｓ)、苹果(Ｍａｌｕｓ ｄｏｍｅｓｔｉｃａ)、
香瓜(Ｃｕｃｕｍｉｓ ｍｅｌｏ)、笋瓜(Ｃｕｃｕｒｂｉｔａ ｍａｘｉｍａ)、金瓜

(Ｃｕｃｕｒｂｉｔａ ｄｉｇｉｔａｔａ)、南瓜(Ｃｕｃｕｒｂｉｔａ ｍｏｓｃｈａｔａ)和日

本南瓜(Ｃｕｃｕｒｂｉｔａ ａｒｇｙｒｏｓｐｅｒｍａ)等物种的 Ｐ￣ｐｒｏｔｅｉｎ
或相似蛋白与本研究从芹菜中克隆的 Ｐｈｌｏｅｍ Ｐｒｏ￣
ｔｅｉｎ 相似度较高ꎮ 其中ꎬ与忽地笑的相似度约为

３９％ ꎮ 六合黄心芹的 Ｐ￣ｐｒｏｔｅｉｎ 具有 ＰＰ２ 保守结构

域(图 ３Ａ)ꎮ 将本试验中得到的六合黄心芹和美国

西芹Ｐ￣ｐｒｏｔｅｉｎ与上述植物中的 Ｐｈｌｏｅｍ Ｐｒｏｔｅｉｎ 或相

似氨基酸序列进行多重比对ꎬ结果显示上述韧皮部

蛋白在保守位置有 ５ 个亮氨酸残基和 ４ 个色氨酸残

基ꎬ另外ꎬ还有 １ 个甘氨酸、１ 个络氨酸和 １ 个缬氨

酸残基完全保守(图 ３Ｂ)ꎮ
对上述植物中的韧皮部蛋白进行氨基酸组成成

分及理化性质分析ꎬ结果见表 １ꎮ 这些植物中的韧

皮部蛋白氨基酸残基数较多ꎬ且变化幅度较大ꎬ为
１７０ ~ ３００ 个ꎬ分子量变化也较大ꎬ为 １５ ~ ３５ ｋＤａꎮ
进一步分析结果显示ꎬ上述韧皮部蛋白的碱性氨基

酸略多于酸性氨基酸ꎬ理论等电点在 ８ 上下ꎬ是碱性

蛋白ꎮ 脂肪族氨基酸所占比例较高ꎬ芳香族氨基酸

占 １０％左右ꎬ蛋白质可溶性预测中不溶蛋白的比例

为 ５１. ５％ ~８９. ３％ ꎮ

∗表示终止密码子　 ∗ Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ ｓｔｏｐ ｃｏｄｏｎ

图 ２　 六合黄心芹韧皮部蛋白基因的核苷酸序列

及其编码的氨基酸序列

Ｆｉｇ. ２　 Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ａｃｉｄ ａｎｄ ｄｅｄｕｃｅｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
ｏｆ ｐｈｌｏｅｍ ｐｒｏｔｅｉｎ ｆｒｏｍ ｃｅｌｅｒｙ Ｌｉｕ Ｈｅ Ｈｕａｎｇ Ｘｉｎ Ｑｉｎ
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Ａ:保守域预测ꎻＢ:序列比对ꎮ 实心箭头所示为 ５ 个亮氨酸残基保守位点ꎬ空心箭头所示为 ４ 个色氨酸残基保守位点

Ａ:Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｄｏｍａｉｎꎬＢ:Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ. Ｔｈｅ ｓｔｕｆｆｅｄ ａｒｒｏｗ ｍａｒｋｓ ｔｈｅ ５ ｌｅｕｃｉｎｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｒｅｓｉｄｕｅｓ
ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｖｅ ｐｏｓｉｔｉｏｎｓꎬｔｈｅ ｈｏｌｌｏｗ ａｒｒｏｗ ｍａｒｋｓ ｔｈｅ ４ ｔｒｙｐｔｏｐｈａｎ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｒｅｓｉｄｕｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｖｅ ｐｏｓｉｔｉｏｎｓ

图 ３　 芹菜韧皮部蛋白保守域预测及其与其他物种类似蛋白氨基酸序列的多重比对

Ｆｉｇ. ３　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｄｏｍａｉｎ ａｎｄ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｏｆ
ｐｈｌｏｅｍ ｐｒｏｔｅｉｎ ｆｒｏｍ ｃｅｌｅｒｙ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｌａｎｔｓ

２. ３　 芹菜韧皮部蛋白的进化分析

根据检索结果ꎬ选取了上述 １３ 种植物的韧皮部

蛋白或相似蛋白与六合黄心芹和美国西芹的韧皮部

蛋白进行同源进化比对ꎬ构建同源进化树ꎬ并进一步

分析进化关系ꎮ 结果显示ꎬ六合黄心芹和美国西芹

来源的韧皮部蛋白在进化关系上同忽地笑最近ꎬ三
者属于同一个分支ꎮ 葫芦科南瓜属的笋瓜、金瓜、南
瓜和日本南瓜属于另外一个分支(图 ４)ꎮ

通过这些蛋白序列的组成成分和理化分析(表
１)ꎬ结果显示ꎬ六合黄心芹和美国西芹除了理论分

子量有细微差异外ꎬ其他各理化性质均一致ꎬ而这 ２
种芹菜的韧皮部蛋白与其他物种的韧皮部蛋白及类

似蛋白序列的理化性质还是有较大差异的ꎮ 其中ꎬ
就氨基酸残基的数量上来看ꎬ冬瓜最高ꎬ为 ３０３ꎬ苹
果最低ꎬ为 １３１ꎻ理论分子量上看ꎬ冬瓜最高ꎬ为

３４９７４. ２５ꎬ苹果最低ꎬ为 １５２７８. ４８ꎬ差异较为显著ꎻ
理论等电点从 ５. ５０ 到 ９. ４７ 不等ꎬ其中ꎬ冬瓜最低ꎻ
碱性氨基酸比例、酸性氨基酸比例、芳香族氨基酸比

例以及脂肪族氨基酸比例差异不大ꎻ蛋白质可溶性

预测从 ５１. ５％到 ８９. ３％不等ꎬ其中ꎬ冬瓜最低ꎬ差异

较为明显ꎮ 根据 Ｈｉｅｒａｒｃｈｉｃａｌ Ｎｅｕｒａｌ Ｎｅｔｗｏｒｋ 的分

析[３３]ꎬ六合黄心芹韧皮部蛋白由 ２７. ０７％的 α￣螺旋

( ａｌｐｈａ ｈｅｌｉｘ )、 ３０. ９４％ 的 延 伸 主 链 ( ｅｘｔｅｎｄｅｄ
ｓｔｒａｎｄ)、６. ６３％ 的 β￣转角(ｂｅｔａ ｔｕｒｎ)和 ３５. ３６％ 的

随机卷曲(ｒａｎｄｏｍ ｃｏｉｌ)组成ꎮ 其中延伸主链和随机

卷曲是六合黄心芹韧皮部蛋白的主要组成部分ꎬ而
α￣螺旋和 β￣转角则散布在蛋白序列中ꎮ 美国西芹韧

皮部蛋白由 ２４. ８６％的 α￣螺旋(ａｌｐｈａ ｈｅｌｉｘ)、３１. ４９％
的延伸主链(ｅｘｔｅｎｄｅｄ ｓｔｒａｎｄ)、５. ５２％的 β￣转角(ｂｅｔａ
ｔｕｒｎ)和３８. １２％的随机卷曲(ｒａｎｄｏｍ ｃｏｉｌ)组成ꎮ 其中
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延伸主链和随机卷曲是美国西芹韧皮部蛋白的主要

组成部分ꎬ而 α￣螺旋和 β￣转角则散布在蛋白序列

中ꎮ 根据蛋白折叠结构的分析ꎬ这 ２ 个品种的蛋白

结构很相似ꎮ

表 １　 芹菜和不同物种来源的韧皮部蛋白和类似蛋白氨基酸组成成分及理化性质分析

Ｔａｂｌｅ １　 Ａ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｈｙｓｉｃａｌ ａｎｄ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ Ｐｈｌｏｅｍ Ｐｒｏｔｅｉｎ
ａｍｏｎｇ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｌａｎｔｓ

物种名

Ｎａｍｅ ｏｆ ｐｌａｎｔｓ

氨基酸

残基数

Ｎｏ. ｏｆ
ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ

理论

分子量

Ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ
ＭＷ / Ｄａ

理论

等电点

Ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｐＩ

碱性氨基

酸比例(％ )
Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ
ｏｆ ｂａｓｉｃ

ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ

酸性氨基

酸比例(％ )
Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ

ｏｆ ａｃｉｄ ａｍｉｎｏ
ａｃｉｄ

芳香氨基

酸比例(％ )
Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ
ｏｆ Ａｒｏｍａｔｉｃｓ
ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ

脂肪族氨

基酸比例(％)
Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ
ｏｆ Ａｌｉｐｈａｔｉｃ
ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ

不溶蛋白

的比例(％ )
Ｐｅｒｃｅｎｔ ｏｆ
ｉｎｓｏｌｕｂｉｌｉｔｙ

六合黄心芹 Ａ. ｇｒａｖｅｏｌｅｎｓ １８１ １９９８３. ９５ ９. １８ １４ ９ ７ ２４ ８６. １

美国西芹 Ａ. ｇｒａｖｅｏｌｅｎｓ １８１ １９９５３. ９３ ９. １８ １４ ９ ７ ２４ ８６. １

忽地笑 Ｌ. ａｕｒｅａ １７１ １９７５４. ０４ ９. １９ １５ １２ １２ ２６ ８４. ９

冬瓜 Ｂ. ｈｉｓｐｉｄａ ３０３ ３４９７４. ２５ ５. ５０ １４ １５ １２ ２７ ５１. ５

葡萄 Ｖ. ｖｉｎｉｆｅｒａ １８１ ２１０１８. ２３ ９. ４７ １９ １１ １０ ２２ ７８. ４
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２. ４　 韧皮部蛋白基因在两个芹菜品种中不同组织

部位的表达分析

通过荧光定量 ＰＣＲ 检测韧皮部蛋白基因在六

合黄心芹和美国西芹不同组织中的表达情况ꎬ结果

显示ꎬ该基因在六合黄心芹和美国西芹的茎和根组

织中表达相对较高ꎬ而在叶片和茎尖分生组织表达

则相对较弱ꎮ 根中的相对表达量美国西芹较六合黄

心芹高ꎻ而在叶片和茎尖分生组织中则相反ꎬ美国西

芹均较六合黄心芹低(图 ５)ꎮ 芹菜中韧皮部蛋白基

因相对表达最高的部位均出现在茎中ꎬ这也与该韧

皮部蛋白的特性相吻合ꎮ 从上述数据中可以看出ꎬ
相对表达量还是差异很明显的ꎬ均达到极显著水平ꎮ
从表达量的高低上可以看出该基因在两种地域来

源、品种的形态特征不同的芹菜中表达存在明显的

差异ꎮ

图 ５　 芹菜韧皮部蛋白基因在不同组织中的表达水平

Ｆｉｇ. ５　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｐｈｌｏｅｍ Ｐｒｏｔｅｉｎ ｇｅｎｅ
ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｃｅｌｅｒｙ

３　 讨论

六合黄心芹是南京六合地区的优良地方品种ꎬ
植株相对较矮小ꎬ颜色心黄ꎻ美国西芹则来源于美

国ꎬ植株高大ꎬ颜色鲜亮ꎮ 由于地域来源的不同ꎬ这
２ 个品种的形态特征有较大的差异[２ꎬ３４]ꎮ 本研究

中ꎬ从这 ２ 个品种中分别分离的韧皮部蛋白是非常

保守的ꎬ核苷酸序列和氨基酸分别只有 ３ 个和 １ 个

位点的差异ꎮ 植物韧皮部蛋白是一种存在于植物韧

皮部的功能性蛋白ꎬ在植物的生长发育等方面有着

重要的作用ꎬ可以为非转运的韧皮部组织提供可以

固定的机械框架[１９ꎬ２４￣２６]ꎮ 韧皮部蛋白在植物对逆境

和抗病虫害方面也起着重要的作用[３５￣３６]ꎬ韧皮部蛋

白可以在当韧皮部渗出液接触到空气时ꎬ在伤口部

位和 ＰＰ１ 氧化交叉相连的半胱氨酸残基结合形成

一个密封的机械系统作为防护[１８￣１９ꎬ３７]ꎮ 韧皮部是植

物维管组织的一部分ꎬ负责植物体内从叶到其他组

织器官之间糖等有机养料的转运而成为许多植物病

虫害的侵害对象ꎮ 因此ꎬ研究韧皮部蛋白的作用并

运用于植物抗病虫侵害是十分必要的[３８￣４０]ꎮ 虽然

国内外对韧皮部蛋白的研究开展得较早ꎬ从伞形花

科典型植物芹菜中克隆出相关韧皮部蛋白基因ꎬ并
进行相关分析的研究很少ꎮ 本研究发现来源于不同

大陆ꎬ形态差异较为明显的不同芹菜种质资源中的

韧皮部蛋白非常保守ꎬ说明该韧皮部蛋白在芹菜较

为重要ꎬ相对变异较少ꎮ
本研究通过进化树分析ꎬ发现六合黄心芹和美

国西芹的韧皮部蛋白在进化关系上同忽地笑和葡萄

最近ꎮ 忽地笑和葡萄分别属于天门冬目和葡萄目ꎬ
而芹菜属于伞形目ꎬ该蛋白的进化关系分析显示ꎬ伞
形目与天门冬目进化关系可能也较近ꎮ 冬瓜、黄瓜、
香瓜、笋瓜、金瓜、南瓜等都属于葫芦科植物ꎬ所以这

些植物的韧皮部蛋白及相似蛋白在进化上共处一个

大的分支ꎬ由于进化的不同层次和阶段ꎬ大的分支出

现小的分支ꎮ 另外ꎬ进化树的分析与绘制与选择的

植物种类和数目相关ꎬ因此本研究通过不同植物韧

皮部蛋白绘制的进化树与植物物种进化可能存在一

定的偏差ꎮ 通过韧皮部蛋白绘制的进化树可以为植

物进化提供一定的参考ꎮ 本研究中不同物种的韧皮

部蛋白的进化呈现一定的种属特性ꎬ为研究伞形目

和伞形花科植物的进化提供一定的借鉴意义ꎮ
六合黄心芹和美国西芹中的韧皮部蛋白基因表

达分析显示ꎬ该基因呈现较明显的组织特异性ꎮ 上

述两芹菜品种中的韧皮部蛋白基因主要在韧皮部组

织发达的茎和根中表达ꎮ 在叶中也有较高水平的表

达ꎬ这可能与叶片中叶脉等也含有较多的韧皮部组

织相关ꎮ 该基因在两种芹菜中韧皮部相对少的茎尖

分生组织中表达相对最低ꎮ 上述结果显示该韧皮部

蛋白基因表达与韧皮部组织分布呈现相关性ꎮ 芹菜

中韧皮部蛋白可能对于维持芹菜形态特征、物质转

运、抗病以及植物伤口保护等方面的重要特性有关ꎮ
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ｅｍ Ｌｅｃｔｉｎ ｉｎ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ[Ｊ] . Ｐｌａｎｔ Ｐｈｙｓｉｏｌꎬ２０１０ꎬ１５３(３):１３４５￣
１３６１

[１９] 　 Ｒｅａｄ Ｓ ＭꎬＮｏｒｔｈｃｏｔｅ Ｄ Ｈ. Ｓｕｂｕｎｉｔ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ ｏｆ
ｔｈｅ ｐｈｌｏｅｍ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｏｆ Ｃｕｃｕｒｂｉｔａ ｍａｘｉｍａ ( ｐｕｍｐｋｉｎ) [ Ｊ] . Ｅａｒ Ｊ
Ｂｉｏｃｈｅｍꎬ１９８３ꎬ１３４(３):５６１￣５６９

[２０]　 Ｓｍｉｔｈ Ｌ ＭꎬＳａｂｎｉｓ Ｄ ＤꎬＪｏｈｎｓｏｎ Ｒ Ｐ Ｃ. Ｉｍｍｕｎｏｃｙ￣ｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｌｏ￣
ｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｈｌｏｅｍ ｌｅｃｔｉｎ ｆｒｏｍ Ｃｕｃｕｒｂｉｔａ ｍａｘｉｍａ ｕｓｉｎｇ ｐｅｒｏｘｉ￣
ｄａｓｅ ａｎｄ ｃｏｌｌｏｉｄａｌ￣ｇｏｌｄ ｌａｂｅｌｓ[Ｊ] . Ｐｌａｎｔａꎬ１９８７ꎬ１７０:４６１￣４７０

[２１]　 Ｔｈａｉｎｅ Ｒ. Ｍｏｖｅｍｅｎｔ ｏｆ ｓｕｇａｒｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｐｌａｎｔｓ ｂｙ ｃｙｔｏ￣ｐｌａｓｍｉｃ ｐｕｍ￣
ｐｉｎｇ [Ｊ] . Ｎａｔｕｒｅꎬ１９６９ꎬ２２２:８７３￣８７５

[２２]　 ＭａｃＲｏｂｂｉｅ Ｅ Ａ Ｃ. Ｐｈｌｏｅｍ ｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎ. Ｆａｃｔｓ ａｎｄ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ:
ａ ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ ｓｕｒｖｅｙ[Ｊ] . Ｂｉｏｌ Ｒｅｖꎬ１９７１ꎬ４６: ４２９￣４８１

[２３]　 Ｌｅｅ Ｄ Ｒ. Ｐｏｓｓｉｂｌｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ ｏｆ ｆｉｌａｍｅｎｔｓ ｉｎ ｓｉｅｖｅ ｅｌｅｍｅｎｔｓ[Ｊ] .
Ｎａｔｕｒｅꎬ１９７２ꎬ２３５:２８６

[２４]　 Ｗｅｂｅｒ ＣꎬＦｒａｎｋｅ Ｗ ＷꎬＫａｒｔｅｎｂｅｃｋ Ｊ. Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ
ｏｆ ｐｈｌｏｅｍ￣ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ Ｃｕｃｕｒｂｉｔａ ｍａｘｉｍａ[ Ｊ] . Ｅｘｐ Ｃｅｉｌ

Ｒｅｓꎬ１９７４ꎬ８７(１):７９￣１０６
[２５] 　 Ｓａｂｎｉｓ Ｄ ＤꎬＨａｒｔ Ｊ Ｗ. Ｔｈｅ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｏｍｅ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ａ ｌｅｃ￣

ｔｉｎ (ｈａｅｍａｇｇｌｕｔｉｎｉｎ) ｆｒｏｍ Ｃｕｃｕｒｂｉｔａ ｐｈｌｏｅｍ ｅｘｕｄａｔｅｓ[ Ｊ] . Ｐｌａｎ￣
ｔａꎬ１９７８ꎬ１４２:９７￣１０１

[２６] 　 Ａｌｌｅｎ Ａ Ｋ. Ａ ｌｅｃｔｉｎ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｅｘｕｄａｔｅ ｏｆ ｔｈｅ ｆｒｕｉｔ ｏｆ ｔｈｅ ｖｅｇｅｔａｂｌｅ
ｍａｒｒｏｗ ( Ｃｕｃｕｒｂｉｔａ ｐｅｐｏ) ｔｈａｔ ｈａｓ ａ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｆｏｒ ｂｅｔａ￣１ꎬ４￣
ｌｉｎｋｅｄ Ｎ￣ａｃｅｔｙｌｇｌｕｃｏｓａｍｉｎｅ ｏｌｉｇｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ. [ Ｊ] . Ｂｉｏｃｈｅｍ Ｊꎬ
１９７９ꎬ１８３(１): １３３￣１３７

[２７] 　 Ｓｃｈｕｌｚ ＡꎬＡｌｏｓｉ Ｍ ＣꎬＳａｂｎｉｓ Ｄ Ｄꎬｅｔ ａｌ. Ａ ｐｈｌｏｅｍ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃꎬｌｅｃｔｉｎ￣
ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｓ ｌｏｃａｔｅｄ ｉｎ ｐｉｎｅ ｓｉｅｖｅ￣ｅｌｅｍｅｎｔ ｐｌａｓｔｉｄｓ ｂｙ ｉｍｍｕｎｏ￣
ｃｙｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ[Ｊ] . Ｐｌａｎｔａꎬ１９８９ꎬ１７９:５０６￣５１５

[２８] 　 Ｇｉｅｔｌ ＣꎬＫａｕｓｓ ＨꎬＺｉｅｇｌｅｒ Ｈ. Ａｆｆｉｎｉｔｙ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ ｏｆ ａ ｌｅｃｔｉｎ
ｆｒｏｍ Ｒｏｂｉｎｉａ ｐｓｅｕｄｏａｃａｃｉａ Ｌ. ａｎｄ ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｌｅｃｔｉｎｓ ｉｎ
ｓｉｅｖｅ￣ｔｕｂｅ ｓａｐ ｆｒｏｍ ｏｔｈｅｒ ｔｒｅｅ ｓｐｅｃｉｅｓ[Ｊ] . Ｐｌａｎｔａꎬ１９７９ꎬ１４４:３６７￣
３７１

[２９] 　 Ｒｉｔａ ＭꎬＦｅｄｅｒｉｃａ Ｄ ＭꎬＫｈａｌｅｄ Ｆꎬｅｔ ａｌ. Ｐｈｌｏｅｍ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｉｎ ａｐｐｌｅ ａｎｄ ｇｒａｐｅｖｉｎｅ ｄｕｒｉｎｇ ｐｈｙｔｏｐｌａｓｍａ ｉｎ￣
ｆｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｒｅｃｏｖｅｒｙ[Ｊ] . Ｂｕｌｌ Ｉｎｓｅｃｔꎬ２０１１ꎬ６４(Ｓ): ２１１￣２１２

[３０] 　 Ｔａｍｕｒａ ＫꎬＰｅｔｅｒｓｏｎ ＤꎬＰｅｔｅｒｓｏｎ Ｎꎬｅｔ ａｌ. ＭＥＧＡ５: ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｅｖｏ￣
ｌｕｔｉｏｎａｒｙ ｇｅｎｅｔｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｕｓｉｎｇ ｍａｘｉｍｕｍ ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄꎬｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ
ｄｉｓｔａｎｃｅꎬａｎｄ ｍａｘｉｍｕｍ ｐａｒｓｉｍｏｎｙ ｍｅｔｈｏｄｓ[ Ｊ] . Ｍｏｌ Ｂｉｏｌ Ｅｖｏｌꎬ
２０１１ꎬ２８(１０): ２７３１￣２７３９

[３１] 　 Ｇａｓｔｅｉｇｅｒ ＥꎬＧａｔｔｉｋｅｒ ＡꎬＨｏｏｇｌａｎｄ Ｃꎬｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ ｓｅｒｖｅｒ
ｆｏｒ ｉｎ￣ｄｅｐｔｈ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｎｏｗｌｅｄｇｅ ａｎｄ ａｎａｌｙｓｉｓ[Ｊ] . Ｎｕｃｌ Ａｃｉｄｓ Ｒｅｓꎬ
２００３ꎬ３１(１３):３７８４￣３７８８

[３２] 　 Ｗｉｌｋｉｎｓ Ｍ ＲꎬＧａｓｔｅｉｇｅｒ ＥꎬＢａｉｒｏｃｈ Ａꎬｅｔ ａｌ. Ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ａｎｄ ａｎａｌｙｓｉｓ ｔｏｏｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ＥｘＰＡＳｙ ｓｅｒｖｅｒ[ Ｊ] . Ｍｅｔｈｏｄｓ Ｍｏｌ Ｂｉｏｌꎬ
１９９９ꎬ１１２: ５３１￣５５２

[３３] 　 Ｐｆａｆｆｌ Ｍ Ｗ. Ａ ｎｅｗ ｍａｔｈｅｍａｔｉｃａｌ ｍｏｄｅｌ ｆｏｒ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ｉｎ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＲＴ￣ＰＣＲ[Ｊ] . Ｎｕｃｌ Ａｃｉｄｓ Ｒｅｓꎬ２００１ꎬ２９: ４５

[３４] 　 郑殿升. 中国引进的栽培植物[Ｊ] . 植物遗传资源学报ꎬ２０１１ꎬ
１２(６): ９１０￣９１５

[３５] 　 Ｃｏｍｂｅｔ ＣꎬＢｌａｎｃｈｅｔ ＣꎬＧｅｏｕｒｊｏｎ Ｃꎬｅｔ ａｌ. ＮＰＳ＠ : ｎｅｔｗｏｒｋ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ[Ｊ] . Ｔｒｅｎｄ Ｂｉｏｃｈｅｍ Ｓｃｉꎬ２０００ꎬ２５: １４７￣１５０

[３６] 　 Ｄｉｖｏｌ ＦꎬＶｉｌａｉｎｅ Ｆꎬ Ｔｈｉｂｉｖｉｌｌｉｅｒｓ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｙｓｔｅｍｉｃ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ
ａｐｈｉｄ ｉｎｆｅｓｔａｔｉｏｎ ｂｙ Ｍｙｚｕｓ ｐｅｒｓｉｃａｅ ｉｎ ｔｈｅ ｐｈｌｏｅｍ ｏｆ Ａｐｉｕｍ ｇｒａｖｅ￣
ｏｌｅｎｓ[Ｊ] . Ｐｌａｎｔ Ｍｏｌ Ｂｉｏｌꎬ２００５ꎬ５７:５１７￣５４０

[３７] 　 Ｖａｎｄｅｎｂｏｒｒｅ ＧꎬＳｍａｇｇｈｅ ＧꎬＶａｎ Ｄａｍｍｅ Ｅ Ｊ. Ｐｌａｎｔ ｌｅｃｔｉｎｓ ａｓ ｄｅ￣
ｆｅｎｓｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｇａｉｎｓｔ ｐｈｙｔｏｐｈａｇｏｕｓ ｉｎｓｅｃｔｓ[ Ｊ] . Ｐｈｙｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ
２０１１ꎬ７２(１３):１５３８￣１５５０

[３８] 　 Ｄａｆｏｅ Ｎ ＪꎬＺａｍａｎｉ ＡꎬＥｋｒａｍｏｄｄｏｕｌｌａｈ Ａ Ｋꎬｅｔ ａｌ. Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ
ｐｏｐｌａｒ ｐｈｌｏｅｍ ｐｒｏｔｅｏｍｅ ａｎｄ ｉｔｓ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｌｅａｆ ｗｏｕｎｄｉｎｇ[ Ｊ] .
Ｐｒｏｔｅｏｍｅ Ｒｅｓꎬ２００９ꎬ８ (５):２３４１￣２３５０

[３９] 　 袁正强ꎬ贾燕涛ꎬ吴家和ꎬ等. 三个韧皮部特异性启动子在转
基因烟草中表达的比较研究[ Ｊ] . 农业生物技术学报ꎬ２００２ꎬ
１０(１):６￣９

[４０] 　 Ｇóｍｅｚ ＧꎬＴｏｒｒｅｓ ＨꎬＰａｌｌáｓ Ｖ. Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｒａｎｓｌｏｃａｔａｂｌｅ ＲＮＡ￣
ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｈｌｏｅｍ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｆｒｏｍ ｍｅｌｏｎꎬｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｏｆ ｔｈｅ
ｌｏｎｇ￣ｄｉｓｔａｎｃｅ ＲＮＡ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ ｓｙｓｔｅｍ[ Ｊ] . Ｐｌａｎｔ Ｊꎬ２００５ꎬ４１ (１):
１０７￣１１６
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